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Abstract: Subcellular pro teom ics is curr ent ly the most effect ive appr oach to char acterize subcel lular com-
partments. Based on the pow erful com binat ion of subcellular fractionat ion w ith proteomic analysis, it makes
possible to char acterize all chlo roplast proteins completely. Chlor oplast pr oteome is one of the most inten-
sive aspects of the plant subcellular proteomics resear ch. By using subcellular proteome technique, more and
more choloplast ic pr oteins have been ident if ied. T he present rev iew sum marizes the recent pro gress in pro-
teins located in the different chlor oplastic com partments, including the inner and outer envelop membranes,
chloroplast st rom a, thylako id m em branes and thylakoid lum en. We hope it cont ributes to understand the
character s of chlor oplast ic proteins and their funct ions in the chloroplast ic metabolism netw o rks.
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注,通过 perco ll梯度分离纯化完整叶绿体, 结合多
级分离制样技术分离叶绿体的不同组分, 经过 2-DE
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和生化特性, 可将叶绿体分为 6个区域, 即内被膜
( inner envelope membrane, IEM )、外被膜 ( outer
envelope m em br ane, OEM )和类囊体膜( thylakoid
membrane) ,以及由上述膜结构将叶绿体区隔化形
成的 3 个亚区室, 即: 被膜间区 ( inter-membrane













络中的作用还需进一步研究。Abdallah 等[ 5] 利用
生物信息学方法,预测拟南芥叶绿体蛋白质组包含
1 900~ 2 500个蛋白(其中 87个是由叶绿体 DNA
编码的, 其余则由核编码并运输到叶绿体中) , 而
Leister [ 6]则认为,成熟的叶绿体大约含有 3 000 个
蛋白。随着拟南芥基因组测序工作的完成, 以是否
具有转运肽序列为特征, 利用 TargetP 或 Chlor oP









较高的蛋白, 如: Rubisco 等成分的存在, 致使其中
低丰度蛋白检测困难, 这仍是目前叶绿体亚蛋白质
组研究中的主要障碍之一。





被转运到叶绿体中的[ 2, 9, 10] , 所以,叶绿体被膜运输
系统发挥着至关重要的作用。叶绿体被膜上参与运
输核编码蛋白的运输复合体 ) ) ) Toc/ T ic复合物形
成的蛋白通道输入装置由叶绿体外被膜转运蛋白
( t ranslo cator of outer envelope m em brane o f chlo-
roplasts, Toc) T oc159、T oc75、T oc34
[ 9]
和叶绿体内
被膜转运蛋白( t ranslo cator of inner envelope m em-
brane o f chloroplasts, T ic) T ic110 等蛋白组成[ 11]。
其中, T oc34和T oc159锚定在外被膜上并专一性地
与 GT P结合, 使得 GT P 结合结构域暴露在细胞质
中; To c75形成一蛋白输入通道, 在输入介导联系蛋
白 H sp70 的协同作用下, 将蛋白质转入叶绿体
中




sativum )表达序列标签( expressing sequence tags,
ESTs)数据库后, 发现了豌豆叶绿体蛋白转运组分
的同源物 ) ) ) 转运蛋白 Tic110和 Toc75, 并指出这
2个转运蛋白在单、双子叶植物及不同类型的质体
中均存在。Ferro 等[ 14] 从拟南芥中鉴定出了与豌豆
同源性很高的多种 T oc和 Tic 蛋白类似物,还发现
了参与叶绿体蛋白输入中可能作为细胞辅助因子停




T oc/ T ic转运蛋白复合物有关, 但对豌豆叶绿体内
膜上的 32 ku 内被膜蛋白( inner envelope pro tein,
IEP) IEP32 的叶绿体定位输入途径的研究发现,









研究表明, T oc64蛋白并不为小立碗藓( Phy scomi-
tr el la patens) 叶绿体蛋白输入所必需[ 15]。由此可
以看出,叶绿体蛋白质输入机理的细节仍不十分清
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楚,而且 Toc/ T ic本身仍有许多参与该输入过程的
被膜蛋白组分还有待进一步研究鉴定。
参与离子及细胞代谢物的转运是被膜蛋白的另
一主要功能[ 2]。Ferro 等[ 12] 利用蛋白质组学结合生








蛋白也先后被鉴定, 如: 促使无机磷交换的 PEP-无
机磷转运蛋白[ 12] 、有 10个跨膜螺旋且与 C4-羧酸盐
运输蛋白有部分同源性的蛋白[ 14] 、具有调节光合作

























体 ) ) ) 磷脂酸合成的溶血磷脂酸酰基转移酶 [ 23] , 随
后参与叶绿体其它脂类合成的酶,如磷脂酰甘油合
成酶、磷脂酰甘油磷酸合成酶等也都相继从菠菜和













去饱和酶 FD6C、FD3C, 分别在脂肪酸的 X6、X3 位
置处插入双键, 前者催化单不饱和脂肪酸形成亚油









异戊二烯基转移酶的候选蛋白 IEP37 和 H P43、在
叶绿素前体物质合成中发挥着重要作用的原叶绿素















绿体亚蛋白组的 2-DE 的对比分析中发现, 沙丘芦
苇中参与叶绿体抗氧化酶系统的蛋白组分明显高于
水生芦苇,这与对叶绿体抗氧化系统蛋白酶活性分
析结果一致[ 25] 。此外, 叶绿体内被膜还与叶绿体基
因组 DNA 的复制和转录相关, 从绿藻( Chlamydo-










白的研究结果共鉴定了 429个蛋白, 其中 28%功能
尚未知或不明确, 13%涉及蛋白转移、降解或折叠,
10%参与激素或脂肪酸代谢, 9%参与离子或小的有
机分子的代谢, 还有相当数量的蛋白参与 DNA 或
RN A 的相互作用或蛋白定位 [ 27]。目前, 通过蛋白
质组学技术尚未能确证叶绿体被膜上的所有蛋白成
分,但结合生化方法及计算机模拟( in si li co )技术已
从不同植物中逐渐建立起了叶绿体被膜蛋白质组主
要分子成员及其相关功能的关键信息。然而,构建









白组分,结合一向无色不变性电泳( colo rless nat iv e
PAGE, CN-PAGE)和二向 SDS-PAGE 分析共鉴定
















11个不同蛋白组成的 325~ 350 ku 的Clp蛋白酶复
合物[ 29] , 200 ~ 240 ku 的 ADP-葡萄糖焦磷酸化
酶[ 30]、基质信号识别颗粒等 [ 31]。从豌豆幼苗叶绿体
基质中分离纯化的 29 ku 的蛋白磷酸酶可使磷酸





不完全清楚, 但已基本明确它在 LH C- Ò 的去磷酸




源,而 6个是质体特异的非核糖体蛋白( PSRP-1 到
PSRP-6) ,这些 PSRP 蛋白质可能参与质体编码蛋
白的翻译和调控过程, 包括蛋白质通过质体 50S 亚
基在类囊体膜上的定位和转移等[ 33, 34] 。
与被膜蛋白质组研究相比, 基质蛋白的研究相
对滞后,其主要原有二,一是基质蛋白的分离纯化相
对困难; 二是基质中高丰度蛋白,如 Rubisco 的存在


















大,占总数的 30%; 没有明确功能者占 25%; 18%参
与蛋白折叠、加工和水解; 8%直接或间接参与抗氧
化防御。
2. 1  类囊体膜蛋白
类囊体膜又称光合膜, 光合作用的 4个多亚基
蛋白复合体 ) ) ) 光系统 Ñ ( PS Ñ )、光系统 Ò ( PS
Ò )、AT P 合成酶( AT Pase)以及细胞色素 b6 f复合
体( Cytb6f) 都定位在类囊体膜上, 它们在类囊体膜
上的区隔分布使得类囊体膜呈现出横向异质




[ 2, 36, 37]
。高等植物 PS Ò 中心复合物是包
含有 30多个组分的超复合物膜蛋白 [ 38] , 其中包括
疏水 性亚 基 D1、D2、CP43、CP47、Cytb559A、
Cytb559B、PsbH-PsbN 以及 22 ku 蛋白和分子量分
别为 10、17、23、33 ku 的 4 个亲水性亚基[ 39]。
Kashino等 [ 40]对蓝藻 PS Ò 蛋白组成中的 31个蛋白
分析, 不仅确证了 PS Ò 中功能已知的上述蛋白组
分,还发现了水解酶 FtsH 的 2个同工蛋白和 5个
新的未知蛋白成分 S111252、S111390、S111638、
S111414和 S111130蛋白。现已证实 FtsH 具有降
解快速周转的 D1蛋白的功能, 是植物抵抗光抑制
过程中 PS Ò 复合物修复的关键成分之一 [ 41]。
Shi和 Schr oder 等[ 42] 对菠菜类囊体膜 PS Ò 蛋
白组分中低分子量疏水蛋白 PsbW 的研究发现: 与
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叶绿素 a蛋白 CP47和 CP43不同, PsbW 存在于所
有 PS Ò 反应中心的提取物中,但通过对反应中心蛋
白数目的分析发现: PsbW 在 PS Ò 反应中心的提取
物中所占比例小于 BBY 颗粒提取物,说明 PsbW 蛋
白定位在 D1/ D2异质二聚体附近, 但它至少可以部
分地从 PS Ò 反应中心解离。进一步研究发现,
PsbW包含 1个跨膜区, 其 C 端暴露于叶绿体基质





体膜都含有 8 个核编码的亚基: PsaD、PsaE、PsaF、
PsaG、PsaH、PsaK、PsaL、PsaN 和 6个叶绿体编码
的亚基: PsaA、PsaB、PsaC, PsaI、PsaJ、PsaM , 其中
PsaA、B、G、I、J、M、K、L 为疏水性亚基,其余为亲水
性亚基[ 2]。随着对类囊体膜 PS Ñ复合物特性研究
的深入,发现对 PSÑ组装及稳定发挥重要作用的 3
个类囊体蛋白,即: BtpA、Ycf3和 Ycf4, 其中, Ycf4
蛋白通过假定的跨膜结构域与类囊体膜紧密相连;
Ycf3为 PS Ñ组装中的关键组分, 是形成稳态 PS Ñ
复合物所必需的蛋白,但它对 PSÑ形成后的稳定没
有作用,该蛋白的氨基酸序列, 尤其是 N-端序列, 从
蓝藻到高等植物都十分保守 [ 43] ;而外在类囊体膜蛋
白 BtpA则是低温条件下稳定 PS Ñ反应中心蛋白
psbA 和 psbB蛋白组分所必需的一个调节因子, bt-
p A 缺失的集胞藻 PCC6803突变株在低温条件下无




at ive PAGE)、双向电泳和电子顺磁共振分析, 证实
在纯化的集胞蓝藻 PCC6803质膜中含有与 PS Ñ或
PS Ò 反应中心密切相关的蛋白, 如 PsaA、PsaB、
PsaC、PsaD以及 D1、D2、cytb559A、cytb559B、Ps-
bO和 CtpA[ 45 , 46]。其中, PS Ò 组分中的亲水性蛋白
CtpA在 PS Ò 复合物的组装中发挥着关键作用 [ 47] ,
缺失 CtpA 功能的突变体由于不能组装成含 4个锰
的复合物, 导致锰簇蛋白无法与 PS Ò 反应中心复合








细胞色素 b6 f ( Cytb6 f )是一个整合在类囊体膜
上的蛋白复合体, 由 9 个不同的亚基和一些辅助因
子组成,主要包括 Cyt f、Cytb6、细胞核基因编码的
Rieske 氏(铁硫)蛋白( RfeS)、结合在 Qp位点的 IV
亚基以及一些功能未知的小分子量蛋白[ 48] , 稳态
Cytb6 f复合物的形成是多亚基聚集组装的结果。
脉冲标记研究显示,在缺少组装伴侣 Cy tb6 或亚基
IV 的突变体中, Cy t f的合成速率仅为野生型中的
10%,但在 C-端锚定蛋白缺失的突变株中, 其合成
速率则显著增加, 说明未组装的 Cyt f的 C-端结构域
通过负反馈机制调控其自身的翻译 [ 49]。相对于其
它 3个类囊体膜蛋白复合物, AT P 合成酶的多肽亚
基组分研究最为充分, 主要包括膜内质子流动通道
CF0 柄和膜外基质的亲水头部 CF1 两大部分, 其
中,已明确 CF1 由 5个不同亚基(A、B、C、D和 E)组
成;而 CF 0 至少有 4 个亚基 ( Ñ、Ò 、Ó 和 Ô ) 组
成[ 2 ]。对不同生态型芦苇叶绿体蛋白质组的对比分
析发现,其 ATP 酶亚基组分,尤其是B亚基,在沙生
芦苇中显著增加, 这与沙生芦苇类囊体膜 ATP 酶
的活性明显高于水生芦苇结果相符[ 25] 。
除了上述4大蛋白复合物外, PS Ñ和 PS Ò 的捕
光蛋白复合物( lig ht-harv esting com plex proteins,
LH CP) LH C Ñ和 LH C Ò 也嵌合在类囊体膜上[ 2]。
对拟南芥 LH C Ò 复合物的主要蛋白组分 Lhcb1、
Lhcb2、Lhcb3的研究明确了 LH C Ò 是由 3个高度
同源的基因 L hcb1、L hcb2和 L hcb3 编码产物组成
的均质或异质三聚体 [ 50]。H ippler 等 [ 51] 通过双向
电泳对莱茵衣藻( Chlamydomonas r einhar dii )类囊
体膜蛋白的分析中检测到 30多个蛋白点,其中至少
有 13个点与 LH C Ò 蛋白组分对应, 有 18个蛋白点
为 LH C Ñ蛋白组分。鉴于拟南芥中编码 LH C Ò 蛋
白组分的5个 L hcb1、4个L hcb2和 1个 L hcb3基因
以及编码 LH CÑ蛋白组分仅有的 6个基因已经明
确,由此认为, 莱茵衣藻中明显增加的 LH CP 蛋白
点数目除了编码这些蛋白的基因数目较多外,还存
在蛋白翻译后的修饰, 这一结论与 LH CP 蛋白组分








境的沙丘芦苇类囊体膜中 LH CP 蛋白含量明显降
低,但其基因的稳态转录水平却高于水生芦苇, 说明
沙丘芦苇类囊体膜中 LH CP 复合物减少可能在转






多个蛋白,对其中 116个蛋白的研究表明: 78 个蛋
白点来自 51个基因,部分蛋白在 2-DE 胶上呈现出
分子量倍增的几个蛋白点, 说明这些蛋白也存在有
不同程度的翻译后修饰。利用 2-DE 对分离出的 76
个蛋白点中的 63个鉴定结果表明,这些蛋白主要包
括酮糖转移酶、NADH 脱氢酶亚基 N dhl和 NdhK
等[ 54] ; 通过尿素洗涤类囊体膜, 并以单向 SDS-
PAGE进行分析,鉴定出包括 DNA 连接酶等 13种
蛋白,另有 14种蛋白是未知的或未预测到的完整的
膜蛋白, 例如, AT P 合酶亚基 AtpG 以及 Cy tb6/ f













的关键成分, 而后者有 1 个 J功能域, DnaJ 蛋白通
过其 J功能域调节 H SP70功能而参与蛋白的折叠、
装配和运输过程,二者在类囊体的生物发生以及生
理功能中可能具有重要作用。进一步对 100个定位






2. 2  类囊体腔蛋白
在叶绿体内部,类囊体膜和囊腔形成一个完整
的类囊体网络, 共同行使光合作用光反应的功能 [ 2]。
20世纪 70年代, 由于菠菜内翻外类囊体颗粒的获
得, PS Ò 的内在蛋白 PsbO、PsbP 和 PsbQ 得以鉴
定;后来发现这 3个蛋白以可溶状态存在于类囊体
腔基质中 [ 56]。2000年, Pelt ier 等 [ 57] 鉴定出了这些
蛋白的新的同工蛋白, 并发现这些同工蛋白混存于
类囊体腔中, 如同工蛋白 PsbO1 和 PsbO 2 , 在缺失
PsbO 1 的拟南芥突变体中, 其作用可由 PsbO 2 替代
完成
[ 57]
。在蓝藻 PS Ò 蛋白组成的分析中发现 5 个
新的未知蛋白中, S111414和 S111638最终也被确
认为 2个类囊腔蛋白, 前者是 1个类 PsbP 蛋白,它
与拟南芥类囊体腔定位的 3个具有 PsbP 结构域的
蛋白同源;后者与拟南芥 PS Ò 放氧复合体蛋白 Ps-
bQ 1 同源,与高等植物不同的是, 蓝藻中以 PsbU 和




合物传向 PS Ñ的功能[ 2] , 对 PC有加工作用的蛋白
酶及其活性位点也已明确[ 58] 。结合 2-DE技术的应
用,最初对菠菜类囊体腔蛋白质组的系统研究认为,
类囊体腔中至少有 25个蛋白 [ 59] , 通过末端测序,
Kieselbach等[ 59] 鉴定了分子量分别为 40、29、17. 4
和 16. 5 ku 的 4个新蛋白, 其中: 17. 4 ku 蛋白为一
新发现的五肽重复家族成分, 16. 5 ku 蛋白为 Tat
运输途径的多肽组分之一, 40 ku 蛋白被鉴定为类
囊体腔中的一个新的类亲免蛋白 T LP40; 而 29 ku
蛋白则为一新发现的未知蛋白。对豌豆类囊体蛋白
质组的分析则认为其类囊体可溶性蛋白和外周蛋白
至少有 200到 230个不同组分[ 60] 。通过与蛋白数











组的 2-DE分析结果表明: 在 3~ 10的 pH 范围内,
大约有 300个蛋白质点,而 pH 4~ 7的酸性端区域








白共有 47 个, 除 Schubert[ 6 1]鉴定的 36 个蛋白外,
还有 5个蛋白在二者的研究结果中完全重叠;另外
6个蛋白分别是:细胞色素 C6( Act6)、2 个类 PbsQ
蛋白、类过氧化氢还原酶 Q、PsbP2 蛋白、推定的
FK5BP 型同工酶 ) ) ) AtFKBP16-1 以及 FK560结
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合的亲免素[ 62]。除参与光合作用光反应的蛋白外,
类囊体腔定位的蛋白还包括叶黄素循环中的紫黄质
去环氧化酶 ( vio lax athin de-epoxidase, VDE)、菠菜
和大麦中 D1蛋白 C-末端加工酶( pr oteases)、豌豆












程涉及 Sec和 T at系统,其中,通过 T at 系统转运的
蛋白质底物含有特征性的双精氨酸保守序列核心
S/ TRRxFLK的信号肽, 而以 Sec途径运输的蛋白
质, 其 N 端具有以疏水性氨基酸为主的信号肽序
列。在已经鉴定的拟南芥类囊体腔蛋白中, 几乎一
半以上的蛋白都由双精氨酸结构的 T at 途径运
输
[ 58, 61]
,而拟南芥类囊体腔中的 2 个新蛋白 ) ) ) 质
体蓝素池中含量较高的组分和推定的抗坏血酸过氧








变化,其中 4个 PS Ò 外在蛋白亚基中, PsbO2 含量
增加, 而 PsbO 1 积累却减少,但 PsbP 则表现出同工
蛋白增减不一的变化特点: PsbP1 蛋白在 2-DE图谱
上不同迁移率的蛋白点上或增或减, 而 PsbP2 蛋白
则在冷胁迫下减少; 其余 4个冷胁迫诱导的蛋白分
别是: PS Ò 组装因子 H cf136蛋白、亲环蛋白( cyclo-
philin)以及在植物信号转导中发挥部分作用的 2个
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